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Marcadores fluorescentes são amplamente empregados para a análise da biologia 
celular, permitindo investigar e monitorar biomoléculas e organelas durante os 
processos metabólicos relacionados à vida e a morte das células. Em particular a 
marcação de lipídios vem se tornando cada vez mais empregada, devido à importância 
destas moléculas na homeostase das células e dos organismos.  Existem diversos 
marcadores comerciais disponíveis para atender esta demanda, no entanto esses 
marcadores apresentam uma série de desvantagens que tornam seu uso uma alternativa 
pouco atrativa. Nosso grupo de pesquisa tem buscado desenvolver novas moléculas 
fluorescentes visando seu emprego no imageamento celular, contornando as limitações 
impostas pelos agentes fluorescentes comerciais de referência atualmente empregados. 
Neste contexto, nosso grupo vem trabalhando com moléculas que apresentam o núcleo 
2,1,3- benzotiadiazola (BTD) que possui um conjunto de características químicas 
desejáveis para o seu emprego na síntese de compostos fluorescentes. Este trabalho 
apresenta três moléculas inéditas derivadas do núcleo BTD (BJL16#unb1, BJL16#unb2 
e BJL16#unb3), idealizadas para ter alta afinidade por lipídios sem perder sua 
propriedade de solubilidade em solução aquosa. Estas moléculas possuem estrutura 
molecular com características únicas e este trabalho procurou demonstrar a ótima 
relação entre a arquitetura molecular, sua solubilidade e seletividade ao alvo celular 
predito através de ensaios de imageamento celular in vitro e no modelo C. elegans N2 
selvagem. Os resultados demonstraram a alta afinidade dos compostos por vesículas de 
lipídios, emitem um ótimo sinal fluorescente, no entanto apresentaram taxas de 
solubilidade variada. O composto BJL16#unb1 apesar de ser o de menor intensidade de 
fluorescência dentre os três compostos testados, foi o mais solúvel, com melhor 
desempenho de permeabilidade no ensaio com o modelo C. elegans. Comparados ao 
Bodipy® que é o marcador comercial de lipídios de referência, os compostos 
apresentaram melhor solubilidade, intensidade de fluorescência similar, sendo que o 
compostoBJL16#unb3 apresentou maior intensidade e marcação mais ampla, uma vez 
que marcou estruturas não marcadas pelo Bodipy®. Além disso, foi demonstrado para 
os compostos testados, ausência de citotoxicidade, estabilidade durante armazenamento 
e fotoestabilidade durante o uso, características também superiores às do Bodipy®. 
Palavras chave: C. elegans; Fluorescência; Benzotiadiazol; Lipídios, Imagem confocal. 
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Abstract 
Fluorescent probes are widely used to cellular biology analysis, allowing the 
investigation and monitoring of biomolecules and organelles during metabolic processes 
related to life and death of cells. In particular the lipid probes have becoming 
increasingly employed because of the importance of these molecules in the homeostasis 
of cells and organisms. There are many commercial probes available to meet this 
demand; however these probes have a number of disadvantages that make its use an 
unattractive choice. Our research group has sought to develop new enhanced fluorescent 
molecules targeting its use in cellular imaging, bypassing the limitations imposed by 
commercial fluorescent agents currently employed as reference probes. In this context, 
our group has been working with molecules that have the core 2,1,3 benzotiadiazola 
(BTD) that has a set of chemical characteristics desirable for its use in the synthesis of 
fluorescent compounds. In this work, was evaluated three new molecules derived from 
BTD core (BJL16 # unb1, BJL16 # unb2 and BJL16 # unb3), idealized to have high 
affinity for lipids without losing their solubility properties in aqueous solution. These 
molecules have molecular structure with unique characteristics and this work will seek 
to show the relationship between the molecular architecture, its solubility and selectivity 
to the predicted target cell organelles through cell imaging assays in vitro and in C. 
elegans model. The results show that the compounds have high affinity for lipid 
vesicles, and an intense fluorescent signal. However, the solubility rates were not 
constant to all compounds. The BJL16 # unb1 molecule shows the lowest intensity of 
fluorescent signal from the three tested compounds, but also was the most soluble 
among them, with the better permeability performance in the C. elegans model test as 
compared with the Bodipy® which is the commercial reference probe to lipids staining. 
Furthermore, the three compounds had shown better solubility, a similar fluorescence 
intensity, but the BJL16unb#3 exhibited a better solubility and wider staining profile to 
those obtained with Bodipy® which failed to staining lots of lipids structures. Finally, it 
was shown that the tested compounds, lack of cytotoxicity, was stable in stock solution 
and shows high photostability during its use, all these characteristics also were higher 
than those found in Bodipy®. 
Keywords: C. elegans; Fluorescence; Benzotiadiazol; Lipid; Confocal image. 
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1. Introdução 
1.1. O processo de produção e o desenvolvimento de marcadores celulares 
fluorescentes 
O processo de produção de materiais envolve variados mecanismos voltados para a 
transformação de materiais através dos quais valores irão sendo agregados a estes intermediários até 
se alcançar o produto final requerido pelo mercado (ROSENFELD et al., 2006). Esta cadeia de 
transformação apresenta dois conjuntos principais de recursos: (1) os recursos de transformação que 
é composto pela infraestrutura e as pessoas que executam o processo de transformação; (2) os 
materiais brutos, componentes e reagentes que são transformados em produto (MORTELLA, 2008; 
CAPANEMA e PALMEIRA FILHO, 2016). Qualquer processo produtivo envolve uma série de 
links organizados em uma cadeia de produção. Cada estágio dentro desta cadeia é que tem como 
objetivo primário agregar valor ao produto no curso de sua produção. Agregar valor significa 
promover alterações no produto de forma que cada vez mais ele atenda a um padrão requerido pelo 
mercado e que desta forma seus consumidores estejam dispostos a pagar mais por este produto 
(BERTRAND, 2009; SANTOS e PINHO, 2012). 
De forma geral qualquer produto deve passar por importantes etapas antes de saírem para o 
mercado, entre estas etapas podemos destacar o controle de qualidade e no caso de consumíveis 
rigorosos testes de segurança farmacológica e/ou nutricionais (PARASURAMAN, 2011; FDA, 
2016). Estas etapas visam garantir que estes produtos atendam as indicações de uso com segurança 
para o consumidor e que apresentem uma vida útil apropriada se aplicadas às condições de uso e 
estocagem estabelecidas pelos fabricantes (BRASIL, 2010). 
Como cada produto apresenta suas especificidades, aqui trataremos das especificidades das 
moléculas fluorescentes que são os produtos dos quais se trata esta dissertação de mestrado. 
O processo de produção de uma molécula fluorescente não é diferente dos modelos clássicos 
de produção aplicados a outros materiais, quando consideramos sua produção pela indústria. No 
entanto o seu desenvolvimento pode envolver etapas adicionais totalmente desenvolvidas em 
instituições de ensino e pesquisa, antes de suas etapas de produção ser escalonadas e transferidas 
para uma planta de produção (CHIN-DUSTING, 2005; ALENCAR, 2007; MILNE e MALINS 
2012).  A produção de uma molécula fluorescente envolve extensos e elaborados exercícios mentais 
e computacionais objetivando adequar à estrutura atômica aos parâmetros físico-químicos próximos 
aos ideais no que diz respeito principalmente ao seu rendimento quântico, desvio de Stokes e 
comprimento de onda de emissão desejado (SONG et al., 2012; ANTARIS, 2015; VAN DER 
VELDE, 2016). Outro ponto muito importante contido nesta etapa de planejamento e que é 
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essencial para a aplicabilidade da molécula, é o estudo das regiões da molécula que estarão livres 
para as reações intracelulares. Estas regiões é que serão responsáveis pela especificidade ou não dos 
agentes fluorescentes. E estas regiões são incluídas ou bloqueadas na molécula de acordo com o 
objetivo que o marcador deverá atender (NETO e CORREA, 2014).  
Neste trabalho o processo intelectual envolvido na criação da molécula levou a idealização de 
uma estrutura plana, com cadeias carbônicas cíclicas e fechadas, arquitetura rígida, com 
características apolares de forma a maximizar a sua afinidade por lipídios. Estas especificações 
visaram atender o nosso objetivo central de produzir um marcador específico para corpúsculos 
lipídicos celulares de ampla aplicação. A partir deste ponto os processos de síntese e catálise foram 
pensados de forma a maximizar o rendimento, reduzir ao máximo o tempo de reação, viabilizar a 
reação em condições brandas como, por exemplo, a temperatura ambiente e eliminar rejeitos de 
forma a atender a tendência atual voltada para a química verde (BARAN et al., 2016; 
ANNAMALAI e NALLAMUTHU, 2016; DASARI e GUTTENA, 2016; MARYAMABADI et al., 
2016). Esta fase também é utilizada para planejamento da reação de forma que o produto formado 
não necessite de etapas adicionais de separação e purificação. Não sendo possível evitar a fase de 
separação e purificação, busca-se o desenho racional da reação de forma que as fases de separação e 
purificação sejam fáceis, rápidas e de baixo custo (McVEY, TILLEY, 2014; ZONG et al., 2015; 
BASHIR et  al., 2015; ZHAO et al., 2016). 
Vencida esta fase, os componentes são colocados para reagir e o produto é formado, separado 
e/ou purificado e submetidos a uma série de análises para que sejam certificadas as suas 
características, desde a confirmação da estrutura atômica até o estudo fotofísico da molécula 
visando caracterizar as faixas da excitação luminosa, rendimento quântico, desvio de Stokes e 
emissão de fluorescência (FENG, 2012; MOTA et al., 2015, NETO e CORREA 2014). Em seguida 
este produto deve passar pela fase de validação biológica da sua aplicação. Esta etapa é crucial para 
todo o processo de desenvolvimento, é nesta etapa que se terá a confirmação ou não de que todo o 
esforço intelectual, técnicas e práticas empregadas na produção da molécula geraram um produto 
que atende as diretrizes básicas que nortearam a sua própria criação. Esta fase é denominada de 
prova de conceito e a fase final do ciclo de produção do agente fluorescente em escala de 
laboratório (SHAN, 2015; NETO, 2015). Esta fase consiste em colocar os agentes fluorescentes em 
contato com células eucarióticas, células procarióticas, ambas ou com biomoléculas isoladas, 
dependendo da aplicação pretendida para o agente fluorescente (DEMAIN e VAISHNAV, 2009; 
WAGNER e HORN e DAIMS, 2003; GEORG, 2006). Esta etapa segue rigorosos padrões de ensaio 
com o uso de diferentes controles, experimentos geralmente realizados em triplicatas com no 
mínimo três repetições biológicas para se testar a reprodutibilidade do ensaio (KOSSATZ, 2013; 
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DA CRUZ, et al., 2014). Para o teste celular são empregadas células vivas e células prefixadas. O 
ensaio com células vivas mostrará a permeabilidade do agente fluorescente às membranas celulares 
íntegras (NETO e CORREA, 2014), e auxiliará na avaliação da retenção destes fluoróforos no 
citoplasma das células frente aos diversos sistemas biológicos de efluxo de moléculas, encontrados 
principalmente em células eucarióticas (LI, 2002). Outros aspectos importantes do teste com células 
vivas é a capacidade de o agente interagir ou não com o núcleo celular; isso porque a membrana 
nuclear contém diversos poros que hipoteticamente facilitariam a passagem passiva destas 
moléculas para o interior do núcleo. No entanto para que estas estruturas sejam retidas no interior 
do núcleo é necessário que a molécula em questão apresente afinidade química por ao menos um 
componente do conteúdo dos núcleos celulares. (OLIVEIRA et al., 2010; RAOOF et al., 2012). 
Com células vivas também se obterá o resultado da especificidade de associação do agente 
fluorescente com moléculas celulares ou com microrregiões das células. Isto porque nas células 
vivas todas as moléculas estão em seu estado original sem nenhuma modificação química o que é 
provocada pela adição de agentes fixadores (BLUNDELL, 1992; ROLLS, 2016). 
As células fixadas serão empregadas para a confirmação de que mesmo após a fixação das 
moléculas biológicas o agente fluorescente ainda interage com sítios de ligação disponíveis nestas 
moléculas aos quais se associa e produz a sua marcação. Além da marcação das células com os 
agentes fluorescentes, na etapa de prova de conceito é avaliada também a citotoxicidade destas 
moléculas, a intensidade da emissão fluorescente no sistema biológico e o decaimento fluorescente 
dos fluoróforos no sistema biológico após condições extremas de excitação (MARX, 2015; 
ETHIRAJAN et al., 2011). 
Moléculas citotóxicas não são descartadas, apenas terão seu uso restrito a materiais biológicos 
pré- fixados. Moléculas com baixa permeabilidade a membranas celulares íntegras também não são 
descartadas, desde que apresentem especificidade de marcação, e da mesma forma terá o seu 
emprego restrito a materiais biológicos pré-fixados. Isto porque no caso a baixa permeabilidade é 
contornada pelo processo de fixação química das células que abre diversos poros nas membranas 
celulares permitindo que o agente fluorescente acesse o interior das células interaja com o seu alvo 
e produza a marcação de acordo com a sua potencial especificidade (GRIMM, et al.,  2015; 
MEHTA, 2011). Mesmo quando um agente fluorescente apresenta especificidade por moléculas 
muito abundantes como as proteínas ou ainda com regiões repetitivas de moléculas abundantes, o 
seu emprego biológico está assegurado. A marcação de moléculas abundantes, desde que o 
composto fluorescente utilizado não seja citotóxico, poderá ser empregada em ensaios de análise da 
taxa de proliferação celular (BANKS, et al., 2012; NAKANJAKO, et al., 2013).  
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Na prova de conceito muitas vezes não é possível demonstrar que a arquitetura da molécula é 
válida para o uso como marcador celular. Isto pode ser consequência, por exemplo, da ausência de 
emissão de fluorescência após o agente fluorescente interagir com o sistema biológico. Outros 
fatores como insolubilidade em água e rápido decaimento da emissão fluorescente são 
características ligada a estrutura atômica das moléculas que indicam falhas incontornáveis na sua 
arquitetura e cuja resolução para estes problemas, obriga os desenvolvedores a voltar à fase de 
planejamento, para analisar a arquitetura atômica do fluoróforo e remodelar esta estrutura com 
vistas a superar os obstáculos encontrados na prova de conceito. Em seguida a nova estrutura deverá 
passar novamente por todas as etapas de produção, para então retornar a prova de conceito. Neste 
contexto, a prova de conceito é uma etapa crucial para o desenvolvimento, sobre a qual se assenta 
uma grande responsabilidade para a condução dos ensaios, cujos resultados serão a base para a 
validação das propriedades das moléculas e sua indicação para aplicações biológicas. 
  
1.2. O estudo das células 
A vida organizada em células apresenta sistemas moleculares intricados e complexos por 
vezes compartimentalizados no interior de organelas e/ou dispersos pelo citoplasma destas células. 
Este micro ambiente encerra uma infinidade de moléculas e vias catabólicas e anabólicas que se 
inter-relacionam e sustentam a viabilidade das células. Todas estas interações instigam a busca por 
uma compreensão detalhada destes inúmeros processos celulares bem como o entendimento de sua 
relação com a homeostase celular, proliferação, envelhecimento e morte (CARVALHO e RECCO-
PIMENTEL, 2013; GAVA e ZANONI, 2005). E apesar das inúmeras diferenças entre classes de 
seres vivos, de uma forma generalizada, todas as células eucarióticas e procarióticas apresentam 
diversos elementos extremamente conservados essenciais a sua organização estrutural e funcional 
(ALBERTS, et al., 2014). 
Investigar e compreender como se organiza e se mantêm a estrutura celular e relacionar estes 
aspectos com a funcionalidade das biomoléculas que sustentam a vida, vem sendo o objetivo do 
homem através dos séculos. O conhecimento básico adquirido a cerca da estrutura e função das 
mais diferentes células, bem como dos tecidos e organismos por elas organizados vem sendo 
empregado em várias vertentes. Seja na compreensão de doenças aprimorando as intervenções 
clínicas ou aplicando este conhecimento em ações preventivas e para o aprimoramento de 
ferramentas utilizadas para o diagnóstico (FREEMAN, 2012). Quanto mais entendemos as células, 
mais próximos do entendimento da vida em nosso planeta nós também chegamos e assim 
começamos a cada vez mais este conhecimento nos permite manipular elementos básicos destas 
células em nosso benefício (HENRY, et al., 1999; SOUZA, 2009). Este conhecimento que vem 
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crescendo a cada dia nos proporciona inclusive a possibilidade de aplicação de técnicas 
simplesmente para correções estéticas ou para auxiliar na adaptação a um determinado estilo de 
vida (PEREIRA, 2016; LUZ, et al., 2014). No entanto, as células em geral são unidades 
microscópicas cujos elementos essenciais de seus mecanismos podem estar dispersos em diferentes 
compartimentos celulares podendo ainda em um dado momento e/ou condição da fisiologia celular, 
estar em trânsito pelo citoplasma (MUTHUSAMY, et al., 2009; HUANG, et al., 2012; VÖLGYI, et 
al., 2016). A dimensão microscópica destes elementos e compartimentos demanda um grande 
esforço do homem para o desenvolvimento de novas tecnologias de investigação, incluindo 
equipamentos, materiais e metodologias, das quais aqui gostaríamos de destacar as tecnologias 
baseadas na aquisição de imagens celulares em especial a microscopia e a espectroscopia (KARP, 




Figura 1. O poder da morfologia, diferenças fundamentais na arquitetura celular e distribuição das organelas.  
A. Fotomicrografia fluorescente de célula embrionária de Caenorhabditis elegans durante o processo de divisão celular 
(anáfase). Microtúbulos do fuso mitótico (verde), cromossomos (azul), microfilamentos (vermelho) agrupado 
imediatamente abaixo da membrana plasmática. B. Imagem por espectroscopia de Raman, células do osteosarcoma 
humano. Núcleo (verde), nucléolo (vermelho), organelas membranosas (ciano), citoplasma amarelo e membrana 
plasmática azul (Fonte da imagem, empresa Renishaw Apply Innovation TM, 2016).  
 
1.3. A luz visível e a luminescência 
Entender o fenômeno da emissão de luz sempre foi do interesse humano, desde a antiguidade, 
observando diversos aspectos relacionados à dispersão luminosa em diferentes meios e 
posteriormente abordando a luz por meio da física e da matemática caracterizando as propriedades 
dos fótons e dos feixes luminosos (HECKLER, 2004). Quando a matéria é iluminada, a interação 






diversas reações na matéria. Reações sutis como uma simples variação de spin em alguns elétrons 
ou do spin total dos átomos que estejam interagindo com os fótons. E macro reações, como o 
desencadear de processos que, por exemplo, promovem modificações do padrão de compactação da 
cromatina em amostras biológicas (VAREJÃO-SILVA, 2006). 
A espectroscopia é uma técnica baseados na produção e interpretação dos espectros de 
emissão ou absorção de radiações eletromagnéticas (HECKLER, 2004). Esta técnica tem suas 
origens nos estudos da dispersão da luz visível através de um prisma, com registros nos trabalhos de 
Isaac Newton, em 1665 (BLUNDELL, 1992). Com isso introduziu-se o termo “espectro” na física 
se referindo a gama de cores observadas nesta dispersão. Cabe dizer que a luz é uma pequena fração 
do espectro electromagnético, sendo que o termo luz visível refere-se à faixa de comprimento de 
onda de radiação composta por fótons que vai de 400 a 700nm aproximadamente, e que são capazes 
de sensibilizar o olho humano de uma pessoa normal (TAIZ e ZEIGER, 2009). Esta faixa é limitada 
pelas faixas de radiação luminosa de alta frequência, a ultravioleta (com comprimento de onda 
menor que 400nm) pela radiação luminosa infravermelha que é a de mais baixa frequência (com 
comprimento de onda maior que 700nm) (LAKOWICZ, 2006; HOLLER, et al., 2009). Estas faixas 
de radiação luminosas são invisíveis para os olhos humanos. 
 O conceito de espectroscopia então se expandiu, englobando qualquer interação da energia 
radioativa em função do comprimento de onda e/ou de sua frequência, sejam elétrons, prótons, íons 
ou mesmo energia liberada em função da colisão destas estruturas com outras partículas (NUNES, 
2013). Definida como uma técnica analítica, empreende meios para explorar propriedades 
específicas da matéria como a geometria molecular e a natureza das ligações, distinção de grupos 
funcionais presentes ou mesmo identificação dos átomos das moléculas analisadas, mensurando a 
intensidade de radiação emitida em função de seu comprimento de onda, englobando o estudo da 




Figura 2. Representação do espectro eletromagnético. Espectro eletromagnético com destaque para a faixa de 
comprimentos de onda de luz visível. 
 
Estudos de espectroscopia foram fundamentais para o desenvolvimento de várias áreas da 
física e da química, visto que os átomos apresentam espectros característicos e originais, ou seja, 
seus comprimentos de onda associados à absorção e/ou emissão óptica são definidos e individuais 
(TAIZ e ZEIGER, 2009; LAKOWICZ, 2006). E com este tipo de informação, tornou-se possível a 
detecção de átomos e moléculas, bem como sua identificação e quantificação pelos espectros 
obtidos em técnicas espectroscópicas (HOLLER et al., 2009, HAGE e CARR, 2012). 
Este vasto campo investigativo dispõe de inúmeras aplicações, que depende do processo 
envolvido e da informação a que se pretende obter. Os dados coletados pelos espectrômetros são 
exibidos de forma digital ou mediante imagens de alta resolução espacial ou espectral (HOLLER et 
al., 2009; ANDO, 2005). Existe ainda a espectroscopia de emissão atômica, que mensura a luz 
emitida pelos átomos de uma amostra que passaram por uma fonte de calor de uma chama (PAVIA  
et al., 2010),  e os métodos de espectroscopia vibracional, infravermelho e Raman, que são técnicas 
que dão a mesma informação e se complementam, ou seja, investigam as transições vibracionais, 
com objetivo de obter informações a respeito da geometria molecular, bem como da natureza das 
ligações químicas  presentes na molécula (ANDO, 2005; LI et al., 2014). Por fim, cabe-nos citar 
também a espectroscopia de fluorescência molecular, um processo de fotoluminescência em que 
átomos e moléculas excitados por absorção de radiação eletromagnética, após voltar para o seu 
estado de relaxamento emitem luz, de acordo com sua natureza, permitindo identificá-las (FREJ, 
2010; ANDO, 2005). 
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Dentre as várias contribuições, as técnicas de espectroscopia possibilitaram a descoberta de 
inúmeros elementos químicos, além do seu emprego em análise e identificação de substâncias em 
exames clínicos e toxicológicos, composição de soluções, teste analíticos de controle de qualidade 
no desenvolvimento e produção de inúmeros insumos médicos, farmacêuticos e alimentícios 
(CASTRO et al., 2012; DEGANI, 2001) dentre muitos outros produtos. 
Nos mais variados processos de emissão de luz que acontecem na natureza, diferente de 
muitos daqueles dependentes de um estímulo de alta temperatura, como a incandescência (luz 
emitida como resultado obtido após estímulo de calor) (ANDO, 2005) a luminescência é emissão de 
fótons por uma substância de forma independente da sua variação de sua temperatura, mas 
relacionada a outras causas como exposição à radiação eletromagnética, bombardeamento com 
elétrons ou reações químicas a temperatura ordinária (HIMMELREICH et al., 2003). A 
luminescência é, portanto, considerada uma radiação de corpo frio (SCHOTT, 2012. O 
comprimento de onda luminosa emitido é característico de cada material luminescente (FURETTA 
et al., 2004, KIND e FIEHN, 2010). 
Segundo McKeever (1997), a luminescência apresenta subclasses de acordo com o estímulo 
de excitação das moléculas que provoca emissão de luz, as radiações nucleares e o raio X, são 
denominadas radioluminescência. Quando o estímulo é dado através do bombardeamento da 
substância por elétrons o processo é chamado de catodoluminescência. A quimiluminescência é o 
processo de emissão de fótons gerado por reações químicas. A termoluminescência é dada pelo 
aquecimento de minerais após absorção de energia por fontes ionizantes. A capacidade de um 
material emitir luz através de reações eletroquímicas em solução e denominada de 
eletroquimioluminescência. Na natureza encontramos diversos organismos vivos capazes de 
emitirem luz, fenômeno este classificado como bioluminescência. Por fim, mas não menos 
importante, o estímulo dado por meio de luz ultravioleta, visível ou infravermelha é denominado 
fotoluminescência, que engloba a fosforescência e a fluorescência (BOTTER-JENSEN, 1997; 
LAKOWICZ, 2006, WU, et al., 2013), sendo que a emissão de fluorescência é o objeto central de 
nosso interesse neste trabalho. 
 
1.4. Fluorescência, fluoróforos e microscopia 
A fluorescência como citada anteriormente, é um processo de fotoluminescência no qual os 
átomos das moléculas constituintes do material são excitados por radiação eletromagnética 
(radiação luminosa), gerando mudança do estado energético dos elétrons presentes nestes materiais 
9 
o que promove a emissão de luz (TAKANARA, 2006; MOTA, et al., 2015). A explicação para esse 
fenômeno é que, no processo de absorção da radiação por uma molécula, o seu estado eletrônico 
formado por um conjunto de níveis de energia passa por uma transição eletrônica onde o elétron é 
promovido para orbital de maior energia do que quando em seu estado de relaxamento (normal, não 
estimulado). Após o estímulo, a tendência é que aquele elétron promovido passe por um processo 
de relaxamento para o nível vibracional fundamental do estado excitado através da conversão 
interna (processo não reativo) e, em seguida o retorno para o estado eletrônico fundamental com 
emissão de luz (TAKANARA, 2006, SKOOG, et al., 2006). Entretanto, segundo Kemp (1932) uma 
característica que define fluorescência é que ao ser interrompido o fornecimento de radiação 
luminosa, interrompe-se a emissão da fluorescência. Sendo este aspecto um dos principais marcos 
para esta classificação. 
Mas primeiramente, para que uma substância orgânica torne o fenômeno de fotoluminescente 
possível, é necessário que algumas condições da natureza de sua estrutura química estejam 
presentes. Dentre estas características cabe destacar a rigidez estrutural, planaridade e ligações π-
conjugadas, que geralmente formam grupos funcionais aromáticos e/ou anéis condensados (MOTA, 
et al., 2015, VALEUR, 2001). Por outro lado, a emissão de fluorescência também depende de todo 
o ambiente em que o espectro é mensurado, e mesmo a forma que o composto fluorescente é 
armazenado. Pois as condições de acondicionamento ou manipulação podem interferir diretamente 
com a capacidade do fluoróforo de emitir fluorescência (MARQUEZIN, 2008). O tempo de vida da 
excitação das espécies fluorescentes é breve, devido às várias formas que um átomo excitado pode 
ceder seu excesso de energia até o estado fundamental (VALEUR, 2001; SHANER, et al., 2005). 
Porém, no fenômeno de fluorescência, o processo de emissão de fótons pelos agentes 
fluorescentes se mantém por cerca de 10-5 segundos que, comparado aos demais processos de 
relaxamento como o vibracional levando cerca de 10-15 segundos ou menos, ou de conversão interna 
que leva de 10-6 a 10-9 segundos, o tempo de emissão de fótons na fluorescência é um tempo 
favorável com eventos relacionados à interação com o meio circundante, tomando as técnicas de 
fluorescência atraentes para estudos relacionados às propriedades biofísicas de moléculas biológicas 
(SKOOG et al., 2006; MARQUEZIN, 2008). 
As aplicações de fluoróforos são várias e abrangem inúmeras e importantes áreas da ciência. 
Como ferramentas de detecção empregada para o estudo de materiais biológicos possibilitam a 
investigação de vários parâmetros simultaneamente que podem ser relacionados com as mais 
diferentes condições experimentais ou ainda comparações das diferenças estruturais e funcionais 
encontradas nos estados de saúde e doença (RESCH-GENGER, et al., 2008; MOTA, et al., 2015; 
VALEUR, 2001). Além disso, as informações que são obtidas por este meio, podem complementar, 
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justificar ou mesmo refutar conclusões, com aplicabilidade em diversas outras áreas; como a de 
produtos alimentícios, farmacêutico, análises clínicas e produtos naturais. A fluorescência 
incrementou e aumentou a sensibilidade de técnicas empregadas para a verificação da viscosidade 
de soluções (WU, et al., 2013), o pH (CHAN, et al., 2013), determinação de concentração iônica 
(LU, et al., 2007), detecção de biomoléculas (FERAPONTOVA, 2004), análise de conformação de 
proteínas (MURPHY, et al., 2004), monitoramento e detecção específica de organelas, dentre 
muitas outras aplicações. 
 
 
Figura 3. Detecção de efluxo de cálcio em células T estimuladas com pervanadat. A. 1 segundo antes do 
estímulo. B. 100 segundo após o estímulo. C. 200 segundos após o estímulo. Amarelo para o laranja indica crescente 
liberação de cálcio. Detecção feita pelo traçador de cálcio Fura-2 (Fonte Team: Freiburg Calcium Imaging, 2016). 
 
As vantagens de aplicação de técnicas de fluorescência estão relacionadas principalmente à 
possibilidade da utilização de vários tipos de fluoróforos livres ou associados a outras biomoléculas. 
Os compostos livres podem se ligar virtualmente a qualquer classe de moléculas biológicas como 
ácidos nucléicos, proteínas e lipídios. Além disso, existe uma grande variedade de agentes 
fluorescentes que apresentam afinidade específica por organelas celulares, como mitocôndrias, 
endossomos, retículo endoplasmático, aparato de Golgi, lisossomos dentre outros. Assim de forma 
específica indicam a localização e distribuição espacial destas organelas dentro das células nas mais 
diferentes condições experimentais (SHANER, et al., 2005; TSIEN, et al., 2006; NETO, et al., 
2015). As estruturas atômicas dos fluoróforo bem como a sua organização espacial depois de 
solubilizado interferem e direcionam a intensidade da fluorescência bem como o comprimento de 
onda da radiação emitida. A quantidade de fluorescência também pode ser influenciada diretamente 
por grandes variações ligadas a concentração empregada (NIU, et al., 2007), quantidade do alvo que 
está sendo investigado (TSIEN, et al., 2006), as propriedades do solvente em que se encontram 
solubilizados os agentes fluorescentes (LAKOWICZ, 2006) e o pH do meio (CHAN, et al., 2013).  
Direcionando o raciocínio para o processo inicial do desenvolvimento de novos marcadores 
fluorescentes, o ideal é pensar além de suas características fotofísicas de luminescência. Para o 
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agente fluorescente ser considerado um bom marcador fluorescente, é necessária uma alta 
solubilidade em água, permeabilidade nas membranas celulares, especificidade por microambientes 
celulares ou por moléculas específicas. Outro ponto a ser considerado de grande importância é 
ausência de atividade citotóxica (DA CRUZ, et al., 2014; NETO, et al., 2015; NETO, et al., 2007). 
Estas características são importantes, pois permitem uma ampliação da utilização desses 
fluoróforos, visando o seu emprego não só em aplicações in vitro, mas também in vivo, sem o viés 
de gerar interferência nas características fisiológicas normais ou mesmo impossibilitar seu uso. Há 
atualmente algumas classes de fluoróforos, que se diferenciam principalmente pelos grupos 
substituintes ou pelo núcleo da molécula que, livres ou conjugadas a outras biomoléculas produzem 
bons resultados quanto à emissão de fluorescência e versatilidade de emprego.   
A começar por um grupo mais velho de marcadores fluorescentes denominados Cianinas: 
Cy2, Cy3, Cy5 e Cy7, que foram e continuam sendo a base para o desenvolvimento e otimização de 
diversos novos marcadores fluorescentes utilizados nas técnicas de imunofluorescência 
(KRETSCHY, 2014; WESSENDORF e BREIJE, 1992). A grande maioria destes marcadores são 
anticorpos conjugados as cianinas e que podem ser empregados em uma ampla diversidade de 
técnicas de detecção. 
As técnicas microscopia baseadas na fluorescência também são amplamente utilizadas para a 
análise de ácidos nucléicos. Este método pode ser empregado nos mais diversos contextos, como 
análise morfológica do núcleo (sua posição e volume), avaliação do estado de ploidia celular, 
análise do estado de fragmentação do material genético associado à morte celular por apoptose, 
dentre muitos outros. O agente fluorescente mais amplamente utilizado para a marcação do material 
genético para análise por microscopia baseada em fluorescência é o DAPI (4’,6-diamidino-2-
phenylindole), composto altamente permeável a membrana plasmática, que se liga em regiões ricas 
em adenina-timina (A-T) do DNA dupla fita, e que pode ser utilizado tanto em células vivas(curtos 
períodos de tempo) quanto em células pré-fixadas (GOMES, et al., 2013; JOHNSON e CRISS, 
2013). Outro marcador amplamente empregado para a detecção de material genético são os 
pertencentes a família Hoechst (Hoechst33258, Hoechst33342 e Hoechst34580) que são bis-
benzamidas com tendência a intercalação do material genético em regiões ricas em A-T, e são 
muito similares ao DAPI (WOLF, et al., 1993; KAPUSCINSKI, 1995). 
Outro marcador amplamente utilizado para a detecção de material genético é o iodeto de 
propídio. Embora este marcador tenha propriedade de intercalar o material genético, produzindo 
uma boa marcação (FRANCH, et al., 2012), este composto não é permeável às membranas 
celulares intactas das células vivas (CHENG, 2007). Esta característica valida a sua segunda 
aplicação. Este marcador é também amplamente utilizado como um indicador de viabilidade 
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celular. Uma vez que células mortas perdem a integridade de membrana apresentam o núcleo 
corado pelo iodeto de propídio (FRANCH, et al., 2012). Além disso, este composto pode ser 
empregado em combinação com outros marcadores para a diferenciação entre a morte celular por 
necrose e a morte celular por apoptose. Isto porque na morte celular por apoptose não ocorre a 
perda da integridade da membrana plasmática das células (PAROLIN e REASON, 2001) Porém, 
por ser um potente intercalante de DNA é também altamente citotóxico (KERR, 1972). 
Como mencionado anteriormente, muitas das vezes organelas e compartimentos celulares não 
são possíveis de serem identificados pela microscopia de luz devido as suas reduzidas dimensões, 
fazendo necessário o emprego de outras metodologias e suporte tecnológico. Neste contexto, a 
microscopia de fluorescência permite a identificação de organelas que estão abaixo da resolução da 
microscopia de luz, permitindo que as mesmas sejam visualizadas. O estudo das mitocôndrias 
ilustra bem estes casos. A utilização de marcadores que se acumulam nas mitocôndrias de forma 
específica como MitoTracker® ou Splendor (CARVALHO et al., 2014). O MitoTracker® é um 
marcador de mitocôndria  comercial de referência que permeia a célula e se liga a matriz de 
proteínas covalentes, através de reação de grupos de cisteína livres de resíduos de tiol. Um ponto 
importante é que o mesmo não é removido/lavado após a destituição da membrana celular, que 
ocorre no processo de fixação. Já o Splendor é uma molécula com o núcleo benzotiadiazol que se 
liga à abertura citosólica do ANT (translocase de nucleotídeo de adenina), produzindo resultados 
semelhantes aos obtidos com o marcador de referêcia MitoTracker®. Ainda quanto a marcação de 
mitocôndrias existem outros marcadores com diferentes mecanismos de associação a esta organela 
dentre os quais podemos citar a rhodamina 123 e tetrametilrodamina (WOLF, et al., 1993; 
WESSENDORF e BREIJE, 1992).  
Com o mesmo propósito de prover marcação e visualização de organelas citoplasmáticas o 
marcador comercial LysoTracker® também é um marcador de referência para lisossomos. No 
entanto, a sua afinidade por compartimentos ácidos leva a sua protonação, fazendo que o mesmo na 
condição protonada seja impermeável a membranas lipídicas e se acumule no interior dos 
lisossomos e endossomos tardios, permitindo a visualização destas organelas (SONG et al., 2008; 
FOGEL, TEIN E MARIANI, 2012). Tanto MitoTraker® quanto LysoTracker® são 
comercializados em diferentes epi-cores (faixas de emissão diferentes) (BIEHL, 2012). 
Seguindo esta tendência, diferentes fabricantes produziram ao longo dos anos marcadores 
para todas as organelas celulares e classes de moléculas biológicas. Aqui podemos destacar o 
marcador com afinidade para retículo endoplasmático, DiOC6(3), no entanto ele  também marca 
mitocôndria, simultaneamente (POSSIK, 2003). Os marcadores com afinidade pelo retículo 
endoplasmático ER-Tracker Green e ER-TrackerRed (BIEHL, 2012). E finalmente a classe de 
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marcadores com afinidade para lipídios neutros Bodipy® (boron-dipyrromethene). Bodipy® é um 
grupo de dyes não influenciáveis pelo pH e com baixa solubilidade em água amplamente utilizado 
para a marcação de acúmulos de lipídios intracelulares (YOSHINA, et al., 2012). 
Segundo Neto et al. (2015), várias sondas amplamente empregadas não apresentam 
fotoestabilidade, como Bodipy®, fluoresceínas e cianinas. Além disso, outro problema comum 
encontrado na maioria dos agentes fluorescentes comerciais é apresentarem intervalos de emissão 
desfavorável a utilização em comarcações ou multimarcações, dificultando a obtenção de resultados 
favoráveis em ensaios multiparamétricos. Somado a isso ainda tem os efeitos citotóxicos dos 
agentes fluorescentes que limitam sua aplicação in vivo e em células vivas e a baixa solubilidade 
em água.  
Paralelamente as novas descobertas no campo da biologia celular e molecular, as exigências 
pelo avanço tecnológico e científico aumentaram, e com isso a necessidade de prover novas 
ferramentas de investigação.  Dessa forma acompanhando os avanços da microscopia de luz, uma 
ferramenta que vem se desenvolvendo há mais de oito séculos, desde a produção das primeiras 
lentes de aumento por Fiorentino Salvino d’Amato, em 1285. Os avanços tecnológicos na produção 
de materiais como lentes, espelhos e filtros contribuíram de forma decisiva para que a microscopia e 
outras técnicas baseadas na de luz alcançasse posição de destaque no estudo das células (MERTZ, 
2009; OKENGA, 2016; WANG e XU, 2015). 
A microscopia se tornou uma das técnicas de estudo de células que mais incorpora avanços 
tecnológicos em outras áreas; como a incorporação da microeletrônica, dos chips capazes de gerar 
imagens digitais, fotomultiplicadores e principalmente tem se beneficiado grandemente dos avanços 
da informática e do poder de processamento dos computadores (OKENGA, 2016; CARVALHO e 
RECCO-PIMENTEL, 2013). A microscopia de luz que era limitada por parâmetros físicos ligados a 
dispersão da luz, hoje é aplicada em associação a novos modos de iluminação, como por exemplo, a 
microscopia de campo próximo que se utiliza de nanoponteiras especialmente desenvolvidas, para 
detecção de estruturas da superfície com alta resolução lateral e vertical, onde seu princípio é a 
aproximação da fonte de radiação submicroscópica através da nanoponteira à distância de poucos 
nanômetros, num movimento de varredura pela superfície amostral (BETZIG e TRAUTMAN, 
1992; WANG e XU, 2015), e principalmente a programas de computador com algoritmos de 
deconvolução e detecção de imagem em resolução na escala de nanômetros através de técnicas 
estocásticas que possibilita o mapeamento individual de moléculas fluorescente, e sua organização 
espacial através de imageamento representativo, obtendo ultra resolução e detalhes mais fidedignos 
das imagem (WILT, et al., 2010; MONTGOMERY e HOI, 2015).  
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Os microscópios capazes de captar imagens fluorescentes e todas as metodologias em torno 
desta técnica permitiram inúmeros progressos nas ciências biológicas, nas aplicações médicas e em 
muitas outras áreas (LICHTMAN e CONCHELLO, 2005; MÉRIAN, et al., 2012, WANG, et al., 
2013). Hoje graças à aplicação do principio da confocalidade podemos fazer reconstruções 
tridimensionais de amostras biológicos, sem a necessidade de cortes físicos, o que nos permite 
estudar a estrutura e a distribuição das células em tecidos e organismos complexo (MÜLLER, 2006; 
MURPHY, 2013). 
 
1.5. Moléculas fluorescentes e sua otimização 
Com toda essa versatilidade de emprego, seletividade e sensibilidade, a otimização dos 
marcadores celulares fluorescentes tem ganhado espaço na busca da síntese de moléculas com 
maior fotoestabilidade, solubilidade em água, maior rendimento quântico e estreita faixa de emissão 
de forma a possibilitar comarcações com diversas combinações de agentes fluorescentes 
simultaneamente, a fim de contemplar os ensaios multiparamétricos. Segundo Jiang et al. (2013) a 
fluorescência por poder apresentar a alta sensibilidade, especificidade, pode ser um método menos 
invasivo, utiliza-se de instrumentos já validados, além da possibilidade de modulação do sinal 
fluorescente. Porém como os a maioria dos agentes fluorescentes comerciais apresentam algum tipo 
de limitação de seu emprego, se faz necessário o desenvolvimento de novas moléculas fluorescentes 
que apresentem estabilidade e aplicações viáveis como marcadores celulares. A facilidade de 
acesso, síntese e reprodução também deve ser algo a se considerar quanto ao desenvolvimento de 
uma molécula fluorescente para emprego como marcador celular. 
Neste contexto, dentre as várias moléculas abordadas nos últimos anos, os derivados de 2,1,3-
benzothiadiazole (BTD) tem se tornado um dos heterocíclicos sintéticos que vem apresentando 
excelentes resultados e ótimas perspectivas de aplicação. É uma nova classe de biomarcadores que 
começaram a ter seu potencial explorado recentemente e apresentam dentre outras características: 
(a) estabilidade da molécula em solução ou mesmo pura durante armazenamento, (b) são excitadas 
na região da luz-visível, (c) reduzido foto decaimento, (d) de fácil produção e baixo custo e (E) 
reação facilmente escalonável (NETO, et al., 2015). 
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Figura 4. Fórmula estrutural do 2,1,3-benzotiadiazol (BTD). 
 
Diversos trabalhos do nosso grupo confirmam estas moléculas podem preencher as lacunas 
encontradas nos marcadores de referência empregados atualmente (NETO, et al., 2007; NETO, et 
al., 2010; NETO, et al., 2012; NETO, et al., 2015). Dentre as aplicações dos derivados da BTD 
podemos destacar a afinidade para DNA dupla-fita empregada na detecção e quantificação de DNA 
em gel, e com a primeira aplicação biológica datada de 2007 (NETO, et al., 2007). Derivados 
poliméricos contendo BTD também demonstraram eficiência na determinação da concentração de 
DNA (CHI, 2007). Em seguida, o nosso grupo demonstrou que algumas BTDs são eficientes 
fluoróforos para emprego em análises por PCR tempo-real (Neto et al., 2009). 
 Em 2010, foram sintetizados pelo nosso grupo dois compostos derivados de BTDs (BTDBT 
e BTDBI) os quais apresentaram alta seletividade pelo DNA nuclear em experimentos de 
imageamento celular (OLIVEIRA, et al., 2010). Nosso grupo continuou no aprimoramento da 
molécula e seguiu com os testes de validação biológica dos novos derivados. Foi produzido pelo 
nosso grupo em 2012 o derivado BTDPyMe, que demonstrou seletividade para mitocôndria com 
sinal fluorescente de baixa intensidade. Esta molécula passou por reestruturação e diversos novos 
derivados foram produzidos aos longos dos anos, BTDShiny (NETO, et al., 2012), os derivados 
BTDH e BTDBr (NETOet al., 2012) e finalmente um derivado que apresentou melhores resultados 




1.6. Marcadores fluorescentes de lipídios  
A membrana celular é constituída por uma fina camada de lipídios anfipáticos e esteróis que 
se arranjam espontaneamente em suas regiões hidrofóbicas voltadas uma para a outra, isolando essa 
região dos fluidos polares presente nos meios internos e externos as células (VANCE e VANCE, 
2008). Por conseguinte, os ácidos graxos de cadeia longa são componentes fundamentais das 
membranas celulares. Além disso, os lipídios atuam também como fonte de energia para o 
metabolismo celular, e como moléculas de sinalização celular e desta forma as células mantêm 
estoques em seus citoplasmas que são mobilizados para atender demandas específicas daquele tipo 
celular (KEIGHRON, et al., 2012; CORREA, et al., 2011). Normalmente nos metazoários os ácidos 
graxos trafegam associados a proteínas, ao chegar às células são conduzidos por translocazes nas 
membranas e no citoplasma destas células votam a se associar a proteínas ligadoras de lipídio até 
chegar ao seu destino final (VANMEER, et al., 2008). Outras classes de lipídios são captadas pelas 
células por endocitose mediada por receptor e conduzidas diretamente aos lisossomos onde são 
esterificadas e liberadas para o citoplasma (VANCE e VANCE, 2008). Por sua interação direta ou 
indireta com transportadores, os ácidos graxos estão envolvidos em diferentes mecanismos da 
célula, participando da composição de canais iônicos, enzimas, receptores hormonais (PRZYBYLO 
et al., 2010; LAVIS e RAINES, 2014). Devido a suas composições e às funções vitais no 
metabolismo das células, vem se buscando ao longo dos anos produzir marcadores para lipídios, no 
entanto devido a natureza apolar destes marcadores diversas limitações são impostas ao seu uso 
sendo a principal delas a baixa solubilidade destas moléculas em água (ULRICH, et al., 2008). 
Atualmente existem algumas sondas fluorescentes que são utilizadas como marcadores 
específicos para lipídios. Contudo, devido a natureza das membranas celulares o uso destes 
marcadores produz uma imagem contendo muito ruído devido a marcação das membranas 
celulares, reduzindo a qualidade das imagens adquiridas. Os marcadores da família Bodipy®, os 
fluoróforos nitrobenzoxadiazol (NBD) e o 5-(DimetilAmino)Naftaleno-1-Sulfonil chloreto (Dansyl) 
são os marcadores de lipídios mais amplamente utilizados (SPANGENBURG, et al., 2011; ZHAI, 
et al., 2014; SANKARANARAYANAN, 2011). Os marcadores Bodipy® são sugeridos como 
sondas seletivas para lipídios, embora a sua aplicação seja geralmente bem sucedida apenas para a 
coloração de gotículas lipídicas ricas em lipídios neutros, a seletividade observada pode não ser 
satisfatória devido a presença dos mesmos lipídios neutros nas membranas celulares (MOTA, et al., 
2014; NETO, et al., 2014). 
Já os NBDs possuem um tempo de vida muito inferior ao Bodipy®, quando diluídos em 
solventes aquosos. Esta característica reduz a aplicação deste fluoróforo principalmente para 
ensaios cujas aquisições de imagem sejam pretendidas a partir de modelos vivos. A sonda Dansyl se 
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associa com a cabeça polar dos fosfolípidos da bicamada lipídica das membranas celulares. Devido 
a esta afinidade, este marcador pode se ligar também a proteínas e, apesar deste atributo poder ser 
explorado para analisar proteínas de ligação a ácidos graxos, a seletividade desse marcador é 
bastante comprometida gerando imagens com uma relação pobre entre sinal e ruído e por 
consequência produzindo imagens de baixa qualidade (NETO, et al., 2014).. Esta limitação é ainda 
mais acentuada quando de sua aplicação em modelos celulares vivos; células eucarióticas 
apresentam uma grande quantidade de proteínas de ligação a lipídios no citoplasma, as quais são 
marcadas por esta sonda comprometendo sua especificidade. 
Neste contexto, os estudos sobre a incorporação lipídica e o seu metabolismo são 
comprometidos por limitações dos marcadores disponíveis. Com o objetivo de superar estas 
limitações, nosso grupo inicialmente desenvolveu um marcador fluorescente para imageamento 
celular que é um análogo fluorescente do ácido oleico que foi denominado BTD-AO (NETO, et al., 
2014; LAURENT, et al., 2014). Posteriormente nosso grupo produziu um análogo fluorescente do 
ácido docosaexaenoico (DHA) (dados não publicados). A natureza lipofílica destes análogos 
fluorescentes foi o princípio para o design estrutural desses compostos, o que permitiu um maior 
conhecimento prático do nosso grupo a cerca destas estruturas além de ter sido gerado uma nova 
alternativa para o estudo da absorção e da dinâmica destes ácidos graxos e seus derivados em 
células vivas (NETO, et al., 2014). 
A marcação fluorescente em lipídios ainda hoje é insatisfatória e necessita de moléculas que 
apresentem ótima especificidade, estabilidade e acima de tudo solubilidade em soluções aquosas, de 
forma a manter-se disponíveis tanto em estoque quanto durante a sua interação com os 
compartimentos celulares. Finalmente este marcador deve ainda apresentar elevado rendimento 
quântico e foto estabilidade. Buscando atender todas estas demandas este trabalho foi realizado para 
avaliar e validar biologicamente através de prova de conceito marcadores fluorescentes derivados 
de benzotiadiazol, com afinidade predita para moléculas lipídicas, produzidos para aplicação in 







O estudo da captação e do metabolismo de lipídio vem se tornando uma demanda crescente 
com o reconhecimento do envolvimento destas moléculas com inúmeras vias essenciais à vida e à 
homeostase das células. Os lipídios estão envolvidos em diversos processos de elevada importância 
biológica que vão desde a manutenção das membranas celulares até a produção de moléculas que 
atuam como segundo mensageiros envolvidos nos processos de sinalização celular e nas cascatas 
inflamatórias. Sendo assim entender o metabolismo de lipídios tem implicações clínicas muito 
relevantes, pois hoje é amplamente reconhecido o seu envolvimento em uma série de doenças 
graves como as cardíacas, imunes, metabólicas, neurodegenerativas e no câncer.  Devido às 
limitações impostas à marcação de lipídios pelos marcadores fluorescentes comerciais é urgente que 
se pense em novas estruturas fluorescentes com a propriedade de marcar lipídios e que não 
apresentem as mesmas limitações encontradas nos marcadores comercialmente disponíveis. Com 
este propósito este trabalho foi realizado para fazer a validação biológica do uso de três marcadores 
com características químicas distintas, mas com a seletividade para lipídios conservada nos três.  
 
3. Objetivos 
3.1. 3.1 Objetivo Geral 
Realizar a prova de conceito (validação biológica) de agentes fluorescentes produzidos como 
marcadores de lipídios de aplicação no imageamento celular. 
 
3.2. Objetivos Específicos 
• Investigar o potencial de marcação celular específica de derivados produzidos para a  
  detecção de lipídios intracelulares. 
• Avaliar a citotoxicidade in vitro dos derivados aqui testados  
• Determinar a especificidade de marcação dos compostos aqui testados frente ao agente  
fluorescente comercial de referência para detecção de lipídios neutros Bodipy®. 
• Comparar os perfis de fluorescência obtida com compostos aqui testados frente ao  
 agente fluorescente comercial de referência para detecção de lipídios neutros Bodipy®. 
• Investigar o potencial da marcação de lipídios intracelulares no modelo Caenorhabditis 
elegans frente ao agente fluorescente comercial de referência para detecção de lipídios 
neutros Bodipy®. 
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4. Materiais e Métodos 
4.1. Manutenção de células normais e tumorais 
As linhagens de células trabalhadas foram cedidas pelo Laboratório de Morfologia da 
Universidade de Brasília ou adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro. As células foram 
cultivadas segundo recomendações da ATCC, sendo MCF-7, CACO-2, DU 145 cultivadas em meio 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) e mantidas à 37 ºC com 5 % de CO2. As células 
MDA-MB-231 foram cultivadas em meio Leibovitz L15 à 37 ºC na ausência de CO2. As células 
HUVEC foram cultivadas em meio DMEM e F12 (1:1) à 37 ºC com 5 % de CO2. Todos os meios 
de cultivo foram suplementados com 10% de soro fetal bovino inativado (SFB) e 1 % 
antibiótico/antifúngico. 
 
4.2. Avaliação da Marcação Celular 
4.2.1. Marcação com compostos fluorescentes derivados de Benzotiadiazol 
Para avaliar o perfil das marcações fluorescentes dos compostos derivados do benzotiadiazol, 
3 x 105 células MDA-MB-231, MCF-7, DU 145, CACO-2 e HUVEC foram semeadas sobre 
lamínulas redondas em placas de 24 poços. Após a adesão, as células foram incubadas com os 
compostos BJL16#unb1, BJL16#unb2, BJL16#unb3, individualmente por uma hora na 
concentração de 10 µM por poço, acondicionadas à 37 ºC e 5 % CO2. Em seguida, as células foram 
lavadas com tampão salino (PBS) pH 7,4 e fixadas em formaldeído 3,7 % por 20 minutos à 
temperatura ambiente. As amostras foram novamente lavadas com PBS e as lamínulas foram 
montadas com Prolong Gold Antifade sobre as lâminas de vidro, devidamente identificadas. 
Outro grupo de amostras pré-fixadas em formaldeído 3,7 % por 20 minutos à temperatura 
ambiente. Em seguida as amostras foram lavadas três vezes com PBS e incubadas com os 
compostos também na concentração 10 µM por poço por uma hora à temperatura ambiente. Os 
poços foram lavados três vezes com PBS e as lamínulas montadas sobre lâminas de vidro com 
Prolong Gold Antifade. Todas as amostras foram devidamente identificadas nas lâminas de vidro, o 
ensaio foi feito em triplicata e analisadas em Microscópio Confocal de Varredura a Laser (Leica 
TCS SP5). 
O controle negativo desta etapa fora realizado para analisar autofluorescência das células 
utilizadas, 105 células MDA-MB-231, MCF-7, DU 145, CACO-2 e HUVEC foram semeadas sobre 
lamínulas redondas em placas de 24 poços. Após a adesão, as células foram incubadas com foram 
incubadas com o meio de cultivo respectivo de cada cultura contendo Dimetilsulfóxido (DMSO) na 
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mesma concentração usada na diluição do agente fluorescente em teste sem a presença do 
composto. As amostras foram separadas em dois grupos, um com células vivas e outro com células 
fixadas. O grupo de amostras com células vivas foi primeiramente incubado com o seu respectivo 
meio mais DMSO na concentração correspondente por uma hora. Em seguida estas amostras foram 
lavadas três vezes em PBS e fixadas em solução de 3,7 % de formaldeído por 20 minutos. Em 
seguida as amostras foram lavadas novamente três vezes em PBS e as lamínulas montadas sobre 
lâminas de vidro com Prolong Gold Antifade.  Todas as amostras foram devidamente identificadas 
nas lâminas de vidro, o ensaio foi feito em triplicata e analisadas em Microscópio Confocal de 
Varredura a Laser (Leica TCS SP5). 
4.2.2. Marcação de lipídios intracelular com marcador comercial Bodipy® e DAPI 
Para a marcação com Bodipy® foram utilizadas 105 células MDA-MB-231 semeadas sobre 
lamínulas redondas em placas de 24 poços. Após a adesão, as células foram fixadas em solução de 
formaldeído 3,7 %. Em seguida as amostras foram lavadas três vezes em PBS a temperatura 
ambiente e incubadas com solução de Bodipy® 1 µg/mL em cada poço por 30 minutos. Em seguida 
as amostras foram lavagens novamente três vezes em PBS, e então as amostras foram incubadas 
com o marcador DAPI, 300 nM por 5 minutos. Após esta incubação as amostras foram novamente 
lavadas três vezes em PBS e as lamínulas montadas sobre lâmina de vidro com Prolong Gold 
Antifade. Todas as amostras foram devidamente identificadas nas lâminas de vidro, o ensaio foi 
feito em triplicata e analisadas em Microscópio Confocal de Varredura a Laser (Leica TCS SP5). 
4.2.3. Comarcação do composto BJL16#unb3com DAPI e Bodipy® 
Para a comarcação do composto testado BJL16#unb3, com DAPI e Bodipy®, foram 
utilizadas 105 células MDA-MB-231 semeadas sobre lamínulas redondas em placas de 24 poços. 
Após a adesão, as células foram fixadas em solução de formaldeído 3,7% em seguida as amostras 
foram lavadas três vezes em PBS a temperatura ambiente. Após a incubação com o composto 
BJL16#unb3 por uma hora na concentração de 10 µM por poço, as amostras foram lavadas três 
vezes em PBS e incubadas em solução de Bodipy® 1 µg/mL por poço por 30 minutos. Em seguida 
as amostras foram novamente lavadas três vezes em PBS e incubadas com o marcador DAPI, 300 
nM por 5 minutos, seguida novamente de três lavagens com PBS.  As lamínulas foram montadas 
sobre lâmina de vidro com Prolong Gold Antifade. Todas as amostras foram devidamente 
identificadas nas lâminas de vidro, o ensaio foi feito em triplicata e analisadas em Microscópio 
Confocal de Varredura a Laser (Leica TCS SP5). 
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4.3. Avaliação da viabilidade celular 
A viabilidade das células MDA-MB-231 e HUVEC tratadas com os compostos foi 
determinada pelo ensaio padrão por brometo de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium 
(MTT) segundo as recomendações do fabricante. 3 x 103 células por poço, foram semeadas em 
placas de 96 poços e incubadas overnight a 37 ºC. Após sua adesão, as células foram tratadas com 
diferentes concentrações de cada derivado de benzothiadiazol ou DMSO na concentração usada 
para a diluição dos agentes fluorescentes. Após o período de tratamento de 24h, os poços foram 
incubados por 4h, no escuro e a 37 ºC, com 150 µL da solução de MTT (0,5 mg/mL em meio de 
cultura) e em seguida esta solução foi retirada e 200 µL de DMSO foram adicionados à cada um 
dos poços para a dissolução dos cristais de formazan. As placas foram lidas no espectrofotômetro 
Spectramax M5 (Molecular Devices – USA). O ensaio de MTT foi feito em triplicata para cada 
composto e concentração utilizada e três experimentos independentes foram realizados. A 
porcentagem de inibição foi determinada comparando a densidade celular das células tratadas com 
as células controle no mesmo período de incubação [porcentagem de inibição = (1 – densidade da 
célula do grupo tratado)/densidade da célula do grupo controle]. Os resultados foram submetidos à 
análise estatística pelo teste de ANOVA no software GraphPad Prism versão 5.0 para Windows, 
GraphPad Software (San Diego, CA, USA) com pos teste de Dunnett. 
 
4.4. Avaliação da marcação no modelo Caenorhabditis elegans 
4.4.1. Marcação de C. elegans com derivados fluorescentes de benzotiadiazol  
Fora utilizado uma solução estoque de Bodipy® (1mg/mL) em DMSO, para preparo de 
solução de uso na concentração 1 µg/mL em tampão M9. Os nemátodos mantidos em placa de 
NGM Agar contendo E. coli a 22 ºC. Os nemátodos foram coletados da placa de cultivo fazendo 
lavagem superficial com 1,5 mL de tampão M9. O coletado fora transferido para um eppendorf de 
1,5 mL e centrifugado por 2 minutos a 300 G. Fora preservado o precipitado, e descartado o 
sobrenadante, restituindo o volume com o tampão M9, ressuspendendo o precipitado e realizando 
novamente a centrifugação (passo realizado três vezes para lavagem dos nemátodos e retirada das 
bactérias). Após o último ciclo de lavagem, os nemátodos foram incubados com 1 mL de solução de 
paraformaldeído 4% por 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida o eppendorf fora 
congelado e descongelado (banho de nitrogênio líquido x água 37 ºC) em três ciclos de 
congelamento e descongelamento. Depois foi repetido o processo de lavagem por 3 vezes em 
tampão M9 para a remoção de paraformaldeído. Ao final do ciclo de lavagem, o eppendorf fora 
incubado com marcadores BJL16#unb1, BJL16#unb2, BJL16#unb3 por uma hora. Em seguida, as 
amostras foram lavadas três vezes em tampão M9, sendo o reciítado ressuspenso e coletado o 
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volume de 25 µL para dispensar na lâmina preparada com solução de poli-L-lisina a 0.1 %. Este 
volume foi espalhado sobre a lâmina de vidro com o uso da porção lateral de uma ponteira de 
plástico. A lâmina fora montada com Prolong Gold Antifade sobre a qual se colocou uma lamínula 
retangular. O excesso de líquido foi retirado das bordas com papel de filtro comum e a lamínula foi 
selada sobre a lâmina de vidro com o uso de esmalte. O experimento foi realizado em triplicata e 
repetido três vezes independentes para checar a reprodutibilidade do protocolo de marcação. As 
lâminas foram analisadas em Microscópio Confocal de Varredura a Laser (Leica Microsystems) 
seguindo as configurações de excitação e emissão de fluorescência padronizadas nos métodos de 
análise de fluorescência em imageamento celular que estão descritos no item 4.4 desta sessão.  
4.4.2. Marcação de C. elegans Bodipy® 
Para análise de marcação de lipídios com marcador comercial Bodipy®, fora utilizado a 
mesma metodologia de manutenção e coleta já descrita acima. Após a fixação dos nemátodos e 
efetuar as respectivas lavagens em tampão M9, o precipitado fora incubado com 500 µL da solução 
de Bodipy® (1 µg/mL) por uma hora à temperatura ambiente. Em seguida fora centrifugado e 
realizado o passo de lavagens com meio M9, e demais procedimentos foram idênticos aos já 
descritos acima realizados no ensaio com os compostos testados neste trabalho.  
 
4.5. Análise de renderização 3D (Z-stack) 
Para as análises de renderização 3D do volume celular das células MDA-MB231 e do C. 
elegans, foram adquiridas quarenta imagens das células aderidas e sessenta imagens do nemátodo. 
Estas imagens são imagens 2D em sequência no eixo Z de observação da amostra através do 
Microscópio Confocal de Varredura a Laser (Leica TCS SP5). A sequência de imagens foi 
dispostas em sobreposição pelo software Leica Aplication Suite Advanced Fluorescence  o qual fez 
a reconstrução através de uma projeção 3D de todas as imagens adquiridas para cada amostra. 
Foram utilizados os campos de fluorescências e omitido o campo claro (imagem por contraste de 
fase) para possibilitar uma melhor representação e visualização da distribuição dos corpúsculos 
lipídicos no interior das células e nos tecidos do C. elegans. Foi também realizada análises 
ortogonais a partir da pilha de imagens adquiridas no eixo Z a fim de se demonstrar o 
posicionamento espacial das marcações no interior das células e do nemátodo. 
 
4.6. Quantificação de fluorescência 
Para comparação das diferenças de sinal entre as imagens de fluorescência, fora utilizado o 
método Ratiométrico, através do software ImageJ (Rasband et al, 1997) com o uso do plugin Ratio 
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Profiler. O background de ambas imagens comparadas foram corrigidos previamente a partir de 
ajustes no níveis dos pixels para possibilitar análise quantitativa. A análise de intensidade de 
fluorescência foi realizada utilizando o software ImageJ (Fiji). Todas as imagens foram convertidas 
para escala de cinza (16-bit) para uniformização dos canais e posteriormente analisadas pela 
ferramenta "Plot Profile" e pelos plugins "Interactive 3D Surface Plot" e "HeatMap Histogram". 
A edição de imagens foi realizada no software Adobe Photoshop CC 2015 (Adobe). As 
alterações feitas se referem aos níveis de cores, contraste e sobreposição de imagens. 
 
4.7. Análises Estatísticas 
As análises dos dados foram realizadas pelo programa GraphPad Prism 5, utilizando-se o teste 



















5.1. Viabilidade celular 
A princípio, foi realizada uma triagem com objetivo de verificar se os compostos derivados de 
Benzotiadiazol apresentavam atividade citotóxica contra as linhagens celulares empregadas neste 
trabalho. A atividade citotóxica dos três marcadores fluorescentes BJL16#unb1, BJL16#unb2 e 
BJL16#unb3, foi testada pelo ensaio de viabilidade celular por MTT utilizando-se as células de 
adenocarcinoma mamário MDA-MB-231, e células endoteliais de veia umbilical HUVEC, no 
tempo de 24h de tratamento em concentrações de 100 nM à 1 mM, com ênfase em 10μM 
(concentração de uso das moléculas para marcação fluorescentes). Ao analisar os resultados foi 
possível observar que após 24h de tratamento, as células MDA-MB-231 e HUVEC (Figura 6) 
apresentaram viabilidade > 85 % na concentração de uso, o que demonstra a baixa citotoxicidade 
dos compostos tanto para células tumorais quanto para células normais. Este resultado é altamente 
relevante considerando que o tempo de uso do agente fluorescente para produzir a marcação 
desejada é de uma hora e a análise de citotoxicidade foi realizada para um período de vinte e quatro 











Figura 5. Viabilidade de células de linhagem tumoral MDA-MB-231 e não-tumoral HUVEC, incubadas 
com BTD16#un1, BTD16#un2, BTD16#un3 ou DMSO em concentração de 100 nM a 1 mM, por 24 horas de 
tratamento. Gráfico de três experimentos independentes demonstrando média e desvio padrão. ANOVA, pós-teste 
Dunnet. *p<0,05. **p<0,01, ***p<0,001, NT controle negativo. 
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5.2. Marcação celular 
Experimentos de bioimagem foram realizados em células de câncer MDA-MB-231, HUVEC, 
MCF-7, CACO-2 e DU 145, tratadas vivas e pré-fixadas com os compostos BJL16#unb1, 
BJL16#unb2 e BJL16#unb3. O resultado da marcação foi altamente significativo, onde pode ser 
observada uma alta especificidade dos agentes fluorescentes por corpúsculos lipídicos encontrados 
no citoplasma das células. Devido aos aspectos morfológicos de volume das organelas, distribuição 
e quantidade mesmo sem o teste com marcador comercial específico, já é possível determinar pelas 
imagens que se trata de marcação de lipídios intracelulares. O controle negativo foi feito a partir da 
avaliação de células incubadas apenas com DMSO que foi o diluente dos compostos. Embora haja 
um fraco sinal fluorescente no canal da cor verde, não foi possível observa nenhuma especificidade 
deste sinal, ficando fracamente disperso pelo citoplasma quando visualizado pelo olho humano 
diretamente no microscópio, indicando uma reduzida autofluorescência dos modelos celulares 
empregados. No entanto no momento da aquisição da imagem este sinal não é detectado pelo 
equipamento tendo então nenhuma das linhagens utilizadas no experimento apresentado 
autofluorescência quando excitada com o LASER de comprimento de onda 488nm. A Figura 6 
mostra uma das linhagens utilizadas no experimento, MDA-MB-231 não tratadas, demonstrando 
que a residual autofluorescência da célula não pode ser captada pelo equipamento durante o 
processo de aquisição de imagens, tanto para amostras vias quanto para as pré-fixadas quando 
recebem o meio de diluição da droga. 
A partir de estudos prévios com sondas fluorescentes desenvolvidos em trabalhados do nosso 
grupo, o tempo de incubação com os compostos foi estabelecido em uma hora e as sondas estudadas 
apresentaram resultados consistentes quanto à sua cinética. Os compostos BJL16#unb1 e 
BJL16#unb2, apresentaram uma forte emissão de fluorescência verde, e fraca emissão azul e 
vermelha, enquanto que BJL16#unb3 apresentou intensa fluorescência vermelha e fraca emissão de 
fluorescência azul. Nenhum sinal fora detectado no verde para este composto. Todos os compostos 
foram excitados na faixa de 405-488 nm, sendo que BJL16#unb1 (Figuras 7) e o BJL16#unb2 
(Figuras 8), emitiram fluorescência entre 500 à 570 nm, ao passo que BJL16#unb3 (Figura 9) 
emitiu fluorescência na faixa de 630 à 750 nm. Todos os compostos foram empregados no 
tratamento das demais linhagens, observando a repetição do padrão de concentração e distribuição 
de fluorescência (Figuras 10-12). Notavelmente, não foi observada modificação morfológica das 
células vivas encubadas com os compostos, indicando ausência de efeito citotóxico para este tempo 
de incubação e determinados por parâmetros morfológicos. O que pode ser claramente identificado 
nas imagens obtidas por contraste de fase, as quais mostram as células não vacuolizadas, núcleo de 
aspecto normal, e pontos de adesão focal presentes e preservados. A marcação fluorescente está 
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confinada em vesículas dispersas no espaço citoplasmático sendo consistente com corpúsculos 
lipídicos conforme já descrito acima. A marcação permite não apenas a identificação dos 
corpúsculos lipídicos, mas também a sua quantificação, análise de volume unitário e total e 
distribuição nas células.  
 
Figura 6. Células MDA-MB-231 não tratadas. As células MDA-MB-231 incubadas com meio de diluição dos 
compostos por uma hora (Controle não tratado). As análises foram realizadas em microscópio confocal de varredura a 
laser, mostrando que não apresentaram emissão de fluorescência nos quatro canais de aquisição, tanto quando recebem 
o meio de diluição viva quando pós fixação. 
 
 
Figura 7. Células MDA-MB-231 tratadas com o composto BJL16#unb1. As células MDA-MB-231 
incubadas com o composto BJL16#unb1 por uma hora. As análises foram realizadas em microscópio confocal de 
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varredura a laser, mostrando que apresentaram emissão de fluorescência no canal de aquisição verde, e um fraco sinal 
nos canais vermelho e azul, em que as células recebem o tratamento tanto vivas quanto pós fixação. 
 
Figura 8. Células MDA-MB-231 tratadas com o composto BJL16#unb2. As células MDA-MB-231 
incubadas com o composto BJL16#unb2 por uma hora. As análises foram realizadas em microscópio confocal de 
varredura a laser, mostrando que apresentaram emissão de fluorescência no canal de aquisição verde, e um fraco sinal 
nos canais vermelho e azul, em que as células recebem o tratamento tanto vivas quanto pós fixação. 
 
Figura 9. Células MDA-MB-231 tratadas com o composto BJL16#unb3. As células MDA-MB-231 
incubadas com o composto BJL16#unb1 por uma hora. As análises foram realizadas em microscópio confocal de 
varredura a laser, mostrando que apresentaram acentuada emissão de fluorescência no canal de aquisição vermelho, e 





Figura 10. Células MCF7, DU 145, CACO2 e HUVEC tratadas com o composto BJL16#unb1. As células foram 
incubadas com o composto BJL16#unb1 por uma hora. As análises foram realizadas em microscópio confocal de 







Figura 11. Células MCF7, DU 145, CACO2 e HUVEC tratadas com o composto BJL16#unb2. As células 
foram incubadas com o composto BJL16#unb2 por uma hora. As análises foram realizadas em microscópio confocal de 
varredura a laser, mostrando que apresentaram emissão de fluorescência no canal de aquisição verde, como mencionado 







Figura 12. Células MCF7, DU 145, CACO2 e HUVEC tratadas com o composto BJL16#unb3. As células 
foram incubadas com o composto BJL16#unb3 por uma hora. As análises foram realizadas em microscópio confocal de 
varredura a laser, mostrando que apresentaram emissão de fluorescência no canal de aquisição vermelho, como 
mencionado anteriormente, tanto em células vivas quanto fixadas. 
 
5.3. Confirmação de marcação específica 
Conforme já descrito, após uma hora de incubação, foi observado que os compostos 
BJL16#unb1, BJL16#unb2 e BJL16#unb3 se acumularam em vesículas distribuídas por todo o 
citoplasma das células. Todas as sondas analisadas exibem também uma tênue marcação 
inespecífica no citoplasma, o que reforça o reconhecimento desta marcação a lipídios devido à 
presença massiva de membranas celulares no interior das células. (Figura 7-12). Para a 
confirmação de que as vesículas marcadas contêm lipídio foi feito um ensaio com o marcador 
fluorescente de lipídios, de referência denominado Bodipy®. Este marcador apresenta pico ótimo 
de emissão de fluorescência no intervalo de 500-530 nm. Comparado o perfil de marcação e 
emissão de fluorescência do Bodipy® aos perfis de marcação fluorescente obtidos com os 
compostos testados neste trabalho (BJL16#unb1, BJL16#unb2 e BJL16#unb3), ficou demonstrado 
que a marcação produzida pelos compostos é especificamente nos corpúsculos lipídicos (Figura 13 
e 14). Outro dado importante obtido neste ensaio foi a verificação que os compostos teste 
apresentam provavelmente afinidade por classes de lipídios não marcadas pelo Bodipy®. As 
imagens com os compostos testes mostram uma quantidade superior de vesículas marcadas quando 
comparadas com as imagens obtidas com a marcação com Bodipy®.  Na análise das imagens foram 
feitas sobreposições entre a marcação com Bodipy® e com os compostos, em particular com o 
composto  BJL16#unb3 (que fluoresce no vermelho) cuja sobreposição produz a cor amarela para a 
colocalização de marcação. A sobreposição da imagem não deixa dúvidas quanto à especificidade 
dos compostos para lipídios e também demonstra a marcação de corpúsculos lipídicos não 
detectados pelo Bodipy® (Figura 15). 
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O padrão de marcação e distribuição dos corpúsculos lipídicos não foi idêntico para os 
diferentes compostos empregados. O composto BJL16#unb1 apresentou uma marcação de vesículas 
de forma mais concentrada com baixa distribuição pelo espaço citoplasmático tanto no tratamento 
de células vivas quanto nas células pré-fixadas. O composto BJL16#unb2 apresentou marcação 
similar ao Bodipy®, tanto no tratamento de células vivas como fixadas, mantendo o perfil de 
distribuição concentrada em vesículas no espaço citoplasmático. O composto BJL16#unb3 
apresentou um perfil de uma marcação similar ao Bodipy®, no entanto, este composto marcou 
diversas outras organelas que não foram identificadas pelo Bodipy® (Figura 15 A). O que é 
evidente tanto no resultado de suas marcações isoladas (Figura 9,12) quanto na dupla marcação 
com sobreposição de imagens (Figura 15 A e B). 
 
Figura 13. Células MDA-MB-231 tratadas com o composto BJL16#unb1. As células MDA-MB-231 
incubadas com o composto BJL16#unb1. Outra amostra foi marcada com Bodipy® com emissão em verde e o núcleo 
evidenciado com marcador DAPI, em azul. As análises foram realizadas em microscópio confocal de varredura a laser, 
mostrando as células tratadas com o composto BJL16#unb1 que apresentaram acentuada emissão de fluorescência no 
canal de aquisição verde, com baixa distribuição pelo citoplasma tanto vivas quanto pós fixação. O canal de contraste 









Figura 14. Células MDA-MB-231 tratadas com o composto BJL16#unb2. As células MDA-MB-231 
incubadas com o composto BJL16#unb2 por uma hora. Outra amostra foi marcada com Bodipy®, com emissão em 
verde e o núcleo evidenciado com marcador DAPI, em azul. As análises foram realizadas em microscópio confocal de 
varredura a laser, mostrando que as células tratadas com o composto BJL16#unb2 apresentaram acentuada emissão de 
fluorescência no canal de aquisição verde, similar ao Bodipy®, mantendo o perfil de concentração em vesículas e sua 
distribuição no citoplasma, tanto vivas quanto pós fixação. O canal de contraste de fases permite observar a morfologia 










Figura 15. Células CACO2 (A) e MDA-MB-231 (B) tratadas com o composto BJL16#unb3. A. Imagem 
obtidas através do microscópio confocal, das células Caco2 tratadas com BJL16#unb3. O campo de fluorescência verde 
(Bodipy®) e vermelho (compsoto BJL16#unb3), seguido da sobreposição dos dois canais. As setas são indicações de 
organelas que não foram identificadas pelo Bodipy®, evidenciando a fluorescência vermelha. O canal de contraste de 
fases indica a morfologia da célula. B. As células MDA-MB-231 incubadas com o composto BJL16#unb3 por uma 
hora. Outra amostra foi marcada com marcador Bodipy® com emissão em verde e o núcleo evidenciado com marcador 
DAPI, em azul. As análises foram realizadas em microscópio confocal de varredura a laser, mostrando as células 
tratadas com o composto BJL16#unb3 apresentando intensa emissão de fluorescência no canal de aquisição vermelho, 
com perfil similar ao Bodipy®, contudo há apresentação de diversas outras organelas não identificadas pelo Bodipy®, 
tanto vivas quanto pós fixação. O canal de contraste de fases permite observar a morfologia normal das células. 
 
5.4. Quantificação de fluorescência 
Com o objetivo de obter dados quantitativos para a comparação entre as intensidades de 
fluorescência emitida pelos compostos derivados de BTD e pelo Bodipy®, foram feitas análises das 
medias da intensidade fluorescente adquirida pelo equipamento através do software de licença livre 
ImageJ. Nesta análise foi quantificada a intensidade de fluorescência por célula, permitindo uma 
estimativa do valor de fluorescência da marcação específica do composto. A intensidade do sinal de 
fluorescência apresentado pelos compostos BJL16#unb1, BJL16#unb2 e BJL16#unb3 comparadas 






um sinal fluorescente de maior intensidade do que aquele obtido com o composto BJL16#unb1 
(Figura 16). O resultado da mesma análise indicou que o BJL16#unb2 e agente fluorescente 
comercial Bodipy® apresentam intensidade de fluorescência bastante semelhante (Figura 17). 
Finalmente o resultado obtido neste mesmo tipo de análise demonstrou de forma inequívoca que o 
BJL16#unb3 emite fluorescência com intensidade muito superior ao sinal fluorescente emitido pelo 
marcador comercial de referência para marcação de lipídios Bodipy® (Figura 18). 
 
 
Figura 16. Análise de intensidade de fluorescência do composto BJL16#unb1. As células MDA-MB-231 
foram incubadas com Bodipy® ou com o composto BJL16#unb1. A intensidade de fluorescência fora realizada através 
da análise ratiométrica das imagens adquiridas no microscópio confocal, utilizando software ImageJ. As áreas de maior 
intensidade de fluorescência são apresentadas no gráfico de linhas através de picos e na projeção 3D através da escala, 






Figura 17. Análise de intensidade de fluorescência BJL16#unb2. As células MDA-MB-231 foram incubadas 
com Bodipy® ou com o composto BJL16#unb2. A intensidade de fluorescência fora realizada através da análise 
ratiométrica das imagens adquiridas no microscópio confocal, utilizando software ImageJ. As áreas de maior 
intensidade de fluorescência são apresentadas no gráfico de linhas através de picos e na projeção 3D através da escala, 










Figura 18. Análise de intensidade de fluorescência BJL16#unb3. As células MDA-MB-231 foram incubadas 
com Bodipy® e outra amostra com o composto BJL16#unb3. A intensidade de fluorescência fora realizada através da 
análise ratiométrica das imagens adquiridas no microscópio confocal, utilizando software ImageJ. As áreas de maior 
intensidade de fluorescência são apresentadas no gráfico de linhas através de picos e na projeção 3D através da escala. 
Notavelmente pode-se observar os elevados picos e projeções provenientes do composto BJL16#unb3, evidenciando 
ainda a emite fluorescência com intensidade muito superior a ao sinal fluorescente emitido pelo marcador comercial de 
referência para marcação de lipídios Bodipy®. 
 
5.5. Marcação no modelo Caenorhabditis elegans 
Com intuito de demonstrar a aplicabilidade na marcação de lipídios contidos em células 
inseridas na estrutura tecidual, foi utilizado o modelo C. elegans em ensaio de marcação em etapa 
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curta de fixação, sem desidratação dos nemátodos, empregando o Bodipy® e os marcadores 
BJL16#unb1, BJL16#unb2 e BJL16#unb3. O controle negativo para autofluorescência foi realizado 
incubando os nemátodos apenas com a solução de diluição dos agentes fluorescentes e seguindo 
com o protocolo de fixação, lavagem e montagem do espécime. Os resultados obtidos com o 
controle negativo demonstraram que este nemátodo apresenta uma leve autofluorescência com 
emissão no azul, verde e vermelho. No entanto, o padrão de autofluorescência é de uma marcação 
difusa por todo o corpo do C. elegans com exclusão apenas do lúmen do sistema digestório (Figura 
19). Contudo, não houve qualquer tipo de alteração morfológica nos nemátodos após os 
procedimentos experimentais, com qualquer dos agentes fluorescentes empregados nos ensaios, 
conforme pode ser observado na imagem de contraste de fase da figura 20. O perfil de marcação 
específica de lipídios obtida com a sonda de referência Bodipy® mostrou acumulo de fluorescência 
verde em estruturas esféricas no intestino e na hipoderme dos nemátodos. A captura da emissão de 
fluorescência deste marcador seguiu a mesma configuração de aquisição para as células, (excitação 
luminosa com 488nm de comprimento de onda). Os compostos testados reproduziram o seu perfil 
de emissão dentro destes nematódeos, sendo que o BJL16#unb1 e o BJL16#unb2, emitiram 
fluorescência na faixa de 500 à 570 nm (verde) e o composto BJL16#unb3 emitiu fluorescência na 
faixa de 630 à 750 nm (vermelho). (Figura 20). 
 
 
Figura 19. C. elegans não tratado e tratado com marcador de referência Bodipy®. Os C. elegans foram analisados 
por microscopia confocal pós fixação, porém sem tratamento, para avaliar perfis de auto fluorescência no nemátodo. Os 
resultados obtidos apresentaram uma leve autofluorescência com emissão no azul, verde e vermelho, de forma difusa no 
corpo do nemátodo. Análise de fluorescência dos C. elegans tratados com Bodipy® mostrou acumulo de fluorescência 
verde em estruturas esféricas no intestino e na hipoderme dos nemátodo. O canal de contraste de fases permite observar 
a morfologia normal dos nemaáodos. 
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Figura 20. C. elegans tratados com os compostos BJL16#unb1, BJL16#unb2 e BJL16#unb3. Os C. elegans 
foram analisados por microscopia confocal após tratamento com os compostos BJL16#unb1, BJL16#unb2 e 
BJL16#unb13. Os três canais de fluorescência foram analisados. Apresentou perfis de fluorescência similar aos 
encontrados nas células de linhagem tratadas. O composto BJL16#unb1 apresentou marcação esférica verde com baixa 
distribuição no corpo do nemátodo. BJL16#unb2 apresentou intensa marcação esférica verde bem distribuída e 
BJL16#unb3 apresentou intensa fluorescência vermelha, bem distribuída por todo o corpo no C. elegans. O canal de 
contraste de fases permite observar a morfologia normal dos nemátodos. 
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5.6. Técnica de renderização 3D (Z-stack) e análise ortogonal 
A fim de confirmar a localização intracelular e intratecidual da marcação obtida pelos compostos 
derivados de Benzotiadiazol, BJL16#unb1, BJL16#unb2 e BJL16#unb3, de forma a evitar 
interpretação errada nas imagens em duas dimensões que poderiam sugerir adsorção dos 
marcadores a superfície celular; foi feita utilizada a técnica de renderização 3D seguida de análise 
ortogonal das amostras celulares. Da mesma forma e com o intuito de demonstrar a marcação 
intratecidual no modelo C. elegans o mesmo tipo de técnica e análise foi realizado nas imagens 
adquiridas dos nemátodos. O resultado da análise ortogonal a partir da renderizações 3D 
demonstrou de forma conclusiva que a as vesículas fluorescentes estão contidas no interior das 
células, não havendo nenhuma marcação por adsorção na superfície das membranas plasmáticas das 
amostras celulares (Figura 21). Os resultados obtidos com C. elegans (Figura 22), também 
demonstraram de forma inequívoca que os agentes fluorescentes foram capazes de penetrar diversas 
camadas de tecido do nemátodo sem retenção, ultrapassar as membranas celulares e marcar de 
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forma específica os corpúsculos lipídicos nestes animais. Para uma demonstração extra destas 
localizações foram preparados vídeos de curta duração onde as amostras são rotacionadas 360º 
sobre o seu eixo Y.  Esta técnica permite a visualização da arquitetura celular e tecidual em três 
dimensões e a localização e distribuição dos corpúsculos lipídicos marcados no interior tanto das 
células isoladas quanto dentro das células dispostas no tecido dos nemátodos. 
 
Figura 21. Renderização 3D e análise ortogonal das células MDA-MB-231 tratadas com os compostos 
BJL16#unb1, BJL16#unb2 e BJL16#unb3. As células foram adquiridas por microscopia confocal de varredura a laser 
após tratamento com os compostos BJL16#unb1, BJL16#unb2 e BJL16#unb3. Os três canais de fluorescência foram 
analisados. Fora realizada a projeção da sequência de imagens  adquiridas. Através dos cortes pode-se observar a 
localização dimensional entre o núcleo e os corpúsculos lipídicos nos compostos BJL16#unb1 e BJL16#unb2. Fora 
feito a análise ortogonal da sobreposição de fluorescência dos canais verdes (referente ao Bodipy®) e vermelho. Pode 
observar a cor laranja nas regiões de corpúsculos lipídicos.  
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Figura 22. Renderização 3D e análise ortogonal do C. elegans tratado com os compostos BJL16#unb1, 
BJL16#unb2 e BJL16#unb3. As imagens foram adquiridas por microscopia confocal de varredura a laser após 
tratamento com os compostos BJL16#unb1, BJL16#unb2 e BJL16#unb3. Os três canais de fluorescência foram 
analisados. Fora realizada a projeção da sequência de imagens  adquiridas. Através dos cortes pode-se observar a 
localização dimensional das esferas lipídicas dispersadas pelo corpo do nemátodo com os tratamentos dos compostos 






As moléculas testadas pertencem a família de BTDs (benzotiadiazol), usualmente sintetizada 
a partir do derivado 4,7-dibromo-2,1,3-benzotiadiazol por meio de reações de acoplamentos 
(Oliveira et al., 2010; Neto et al., 2012). Este processo de síntese produz um ótimo rendimento na 
formação dos compostos além de ser realizado a condições amenas e sem rejeitos do processo 
reacional (WANG et al., 2012; NETO et. al., 2013). Estas características contribuem de forma a 
facilitar a produção em larga escala destes compostos, atendendo as tendências atuais da química 
verde que visam à redução ou a eliminação de resíduos potencialmente danosos ao meio ambiente. 
Além disso este tipo de reação pode ser realizada em infraestruturas de baixo custo o que teria 
impacto positivo no preço final por quilo dos compostos. 
Os agentes fluorescentes derivados de Benzotiadiazol, BJL16#unb1, BJL16#unb2 e 
BJL16#unb3 são solúveis em soluções aquosas, podem ser empregados com células vivas ou pré-
fixadas e se associam de forma específica ao conteúdo lipídico encontrado nos corpúsculos lipídicos 
no interior das células estando estas livres ou organizadas em tecidos dentro de um organismo 
conforme foi demonstrado neste trabalho Figuras 18,19. A marcação de lipídios intracelulares 
passou a ser uma ferramenta extremamente importante para o estudo de condições fisiológicas em 
diversos organismos (QUEHENBERGER et al., 2010; HALLAMAA et al., 2016; LIAW et al., 
2016; EL-BAHR et al., 2016) e principalmente no homem, como suporte ao entendimento do 
metabolismo dos lipídios em estados de saúde e doença (SHARRETT et al., 2001; PISCHON et al., 
2005; SNIDERMAN et al., 2011). O metabolismo e a capitação de lipídios desempenham 
atividades vitais nos organismos, estando no homem relacionado com doenças cardiovasculares, 
doenças autoimunes, doenças neurodegenerativas, câncer, obesidade, doenças inflamatórias 
crônicas (WENK, 2005; WATSON, 2006; SANJOO et al., 2013; ANAND et al., 2016; FARIAS et 
al., 2016). Além disso, a captação e a distribuição de lipídios durante o desenvolvimento 
embrionário e fetal é decisiva para a formação do sistema nervoso central normal (STURMEY et 
al., 2009; MCKEEGAN et al., 2011). Sendo assim ao propormos novas ferramentas para a análise 
de lipídios estamos indiretamente contribuindo com todas as áreas que necessitam cada vez mais de 
meios para o estudo da captação, estoque e do metabolismo dos lipídios. Alem disso diversas outras 
áreas tem voltado seus esforços para a produção em larga escala de lipídios de origem biológica, a 
partir de fazendas de microalgas, para fins de utilização na produção de biocombustíveis (MATA et 
al., 2010; LIU et al., 2011).  Este setor utiliza dos marcadores de lipídios comerciais para analisar a 
massa de lipídios produzidas nestas algas de forma a aperfeiçoar as suas metodologias de 
manutenção destes organismos para melhorar o rendimento de lipídios durante os processos de 
purificação (HUANG et al., 2009; RUMIN et al., 2015). Neste sentido, a produção de marcadores 
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de lipídios mais eficientes do que os comercialmente disponíveis, como foi demonstrado neste 
trabalho para o composto BJL16#unb3 pode contribuir positivamente também nestas aplicações que 
são desvinculadas da área da saúde.    
O marcador de lipídio de referência Bodipy® apresenta diversas limitações que vão desde a 
baixa solubilidade em soluções aquosas o que impõe a sua diluição em altas concentrações de 
solventes orgânicos que são tóxicos para as células, até uma acentuada marcação de fundo o que 
reduz de forma significativa a qualidade das imagens obtidas com estes marcadores dependendo do 
tipo celular utilizado (HERMANSON, 2013; NETO, et al., 2014; RUMIN et al., 2015, ). No 
entanto neste trabalho pudemos identificar a mais extrema limitação do uso deste marcador 
comercial, que foi a não identificação de diversos corpúsculos lipídicos que estão presentes nas 
células e não puderam ser marcados com Bodipy®. Este fato provavelmente se deve a 
especificidade do marcador Bodipy® por lipídios neutros (GOCZE ET. AL., 1994; HARRIS ET. 
AL., 2013; SPANGENBURG ET. AL., 2011 ). Sendo assim apenas os estoques de lipídios 
celulares que são ricos em lipídios neutros são marcados eficientemente com o Bodipy®. Mas esta 
limitação insere um viés nas análises apontando para uma sublocalização do estoque real de lipídios 
nas células, como pode ser vista na figura 18 através da qual demonstramos que o marcador 
BJL16#unb3 é mais eficiente não apenas na emissão de fluorescência, mas principalmente na sua 
capacidade de se associar a corpúsculos lipídicos não identificados pelo Bodipy®. Nossos 
resultados sugerem que os agentes fluorescentes aqui validados podem ser empregados para fazer a 
quantificação total de lipídios intracelulares com base em parâmetros de emissão de fluorescência. 
Esta quantificação fica prejudicada quando se emprega o marcador de lipídio Bodipy®, pelos 
motivos acima expostos. Em particular a molécula BJL16#unb3 se empregada para este propósito 
geraria dados muito mais precisos a cerca da composição lipídica de células e tecidos.  
Neste trabalho validamos três agentes fluorescentes, com diferente eficiência na emissão de 
fluorescência e na marcação de lipídios. A produção de marcadores fluorescentes para lipídios é 
também uma área que vem crescendo nos últimos anos, com diversas publicações propondo novas 
moléculas para esta finalidade (KUTAM ET. AL., 2015; SEZGIN ET. AL., 2011; SPANDL ET. 
AL., 2009). No entanto, o composto BJL16#unb3 está entre as melhores propostas encontradas na 
literatura em termos de emissão de sinal fluorescente, estabilidade em solução aquosa e foto 
estabilidade. O que destaca o composto BJL16#unb3 dentre os vários outros marcadores com 
afinidade para lipídios encontrados na literatura científica (KLEUSCH, ET AL., 2012; ERDINC e 
ASHFARI, 2011) é o fato deste composto marcar lipídios diferentes daqueles marcados pelo 
Bodipy® e esta característica ainda não ter sido demonstrada para outros marcadores. Ou se 
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existem outros marcadores com a mesma característica este aspecto não foi explorado pelos autores 
em suas publicações. 
A eficiência da marcação intracelular obtida com o composto BJL16#unb3 pode dar novos 
direcionamentos a estudos clássicos que associam lipídios intracelulares com processos 
inflamatórios (MELO, et al., 2011 ; PARKER, 1987), infecção por parasitos (CHARRON e 
 SIBLEY, 2002) dentre muitos outros. Como muitos destes estudos se basearam em imagens 
obtidas com marcações feitas com Bodipy®, à distribuição dos corpúsculos lipídicos nas mais 
diversas condições experimentais foi subestimada, o que é em particular grave para os controles 
negativos utilizados nestes experimentos. Nestes detalhes sutis de nossos resultados reside a maior 
vantagem do emprego do composto BJL16#unb3 para a detecção e quantificação de lipídios 
intracelulares. 
O modelo C. elegans para estudos do metabolismo de lipídio vem sendo amplamente 
empregado, incluindo uma série de metodologias baseadas em fluorescência para estudos a respeito 
da captação, estoque e mobilização de massa gordurosa (MULLANEY e ASHRAFI, 2009; 
BARROS, et al., 2012). Este modelo também vem sendo empregado para se estabelecer 
metodologias para a avaliação de índices de gordura nos tecidos (MCKAY et al., 2003, 
CRITTENDEN e KIMBLE, 2009). O modelo C. elegans para estudo do metabolismo de lipídio 
também faz intersecção com análises de longevidade relacionada a diferentes dietas (LEMIEUX e 
ASHRAFI, 2014) e aos processos de envelhecimento (ALCKERMAN e GEMS, 2012). Neste 
contexto pequenos desvios na identificação de lipídios podem exercer um papel relevante que 
podem levar ao erro de interpretação de dados importantes que poderiam ser a chave para o 
entendimento de um conjunto multifatorial de funções complexas como é o processo de 
envelhecimento por exemplo. Desta forma nossos ensaios baseados no modelo C. elegans 
demonstraram que os compostos aqui testados, apresentam a capacidade de marcar os corpúsculos 
lipídicos contidos dentro das diversas células mesmo quando estas células estão inseridas nos 
tecidos dos órgãos deste nemátodos (Figuras 17, 19). De forma similar ao já foi descrito como 
vantagens para o emprego, em particular do composto BJL16#unb3, em cultivo celular, o mesmo 
pode ser aplicado para o modelo C. elegans. Neste modelo também foi demonstrado através de 
nossos diversos resultados não haver perda de especificidade e nem de sinal fluorescente após a 
marcação nas condições estabelecidas por nós para as análises.  
Finalmente do ponto de vista da emissão fluorescente, diversos autores vem propondo agentes 
fluorescentes para marcação de biomoléculas (KIMURA, et al., 2009; ZHANG, et, al., 2004) 
incluindo marcações com de lipídios (GREENSPAN, MAYER e FOWLER, 1985; ZHANG, et al., 
2010; MEHLEM et al., 2013). No entanto, muitas destas propostas continuam apresentando as 
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mesmas limitações observadas com o uso do Bodipy®. Como durante este trabalho nos foi possível 
apenas analisar as imagens e quantificações obtidas e publicadas com o uso destes outros compostos 
(KIMURA, et al., 2009; ZHANG, et, al., 2004;ZHANG, et al., 2010), então nosso ponto de vista 
está limitado a estes dados publicados. Nossas observações indicam que estes marcadores 
alternativos de lipídio marcam cruzadamente outras estruturas celulares gerando um grande sinal de 
ruído nas imagens adquiridas o que comprometendo a qualidade destas imagens. Como não foram 
encontrados por nós outros trabalhos que analisassem as diferenças entre as marcações do agente 
fluorescente comercial de referência e os agentes fluorescentes aqui testados, não é possível para 
nós determinar se outro agente apresenta as mesmas propriedades do composto BJL16#unb3 
validado aqui. Outro aspecto importante é que normalmente os agentes fluorescentes que emitem 
sinal fluorescente no comprimento de onda do vermelho são fortemente afetados por foto 
decaimento (SAUER, et al., 2011). Nas condições experimentais usadas por nós não foi observado 
foto decaimento de nenhum dos três compostos aqui testados. Sendo ainda observado emissão de 
fluorescência em outros comprimentos, no entanto esta característica também foi observada no 
agente fluorescente de referência para marcação de lipídios. Em particular o agente fluorescente 
BJL16#unb3 também apresenta um desvio de Stokes que consideramos muito satisfatório sendo o 
mesmo excitado no comprimento de onda 488 e emitindo na faixa 630 à 750nm. Um amplo desvio 
de Stoke é uma característica buscada por desenvolvedores de agentes fluorescentes. Bons 
intervalos de desvio de Stoke associados a picos fechados de excitação e emissão fluorescentes 
contribuem de forma positiva para o emprego do agente fluorescente (KUMBHAR, et al., 2015; 
ZHU, et al., 1997), uma vez que reduzem a probabilidade de sobreposição de sinais facilitando o 












7. Conclusões e Perspectivas 
Os compostos BJL16#unb1, BJL16#unb2 e BJL16#unb3 estudados neste trabalho apresentam 
características bastante otimista para seu emprego como sondas fluorescentes. Quanto às 
características fisicoquímicas são solúveis em soluções aquosas, apresentam ótima estabilidade em 
meio solubilizado e apresentam fotoestabilidade durante a aquisição de imagens. Sua síntese é 
baseada em um processo que atende as tendências atuais, dito como química verde, onde sua 
produção visa reduzir resíduos poluentes e de fácil obtenção em maior escala, o que também chama 
bastante atenção no meio comercial. Os resultados de fluorescência analisados são ainda mais 
favoráveis, mostrando a afinidade dos compostos por corpúsculos lipídicos em células vivas 
fixadas, ou mesmo empregadas em organismos multicelulares como C. elegans. 
A análise desses compostos revelou semelhanças ao perfil de fluorescência do marcador 
comercial de referência para lipídios Bodipy®, como foi o caso do BJL16#unb2. Mas o que chama 
atenção é a apresentação de resultados do composto BJL16#unb3, demonstrando maior intensidade 
de fluorescência e a capacidade de marcar demais moléculas não evidenciadas pelo composto 
comercial. Esta notável individualidade do composto BJL16#unb3 possibilita seu emprego em uma 
ampla área, seja na pesquisa de biomoléculas ou mesmo em investigações e aplicações em áreas 
tecnológicas como o de biocombustíveis. 
É com esta busca por desenvolvimento de novas sondas, demonstrando especificidade nos 
perfis de marcação que possibilitam melhorar a aquisição de imagens com maior seletividade, 
menor interferências, obtendo uma efetividade dos métodos utilizados. É também um passo 
importante quando se permite o emprego na área biomédica, enriquecendo o conhecimento a 
respeito da complexidade dos sistemas vivos, bem como se aproximar de novos desenvolvimentos 
tecnológicos. 
Este trabalho levantou diversas questões, que serão aqui apresentadas como perspectivas de 
continuidade: 
• Possibilidade do emprego destes marcadores fluorescentes em teste in vivo no modelo de C. 
elegans, 
• A análise de estabilidade dos compostos à longo prazo para estabelecimento de validade 
estável das sondas, 
• Aplicação dos marcadores em células para análise em citômetro de fluxo, 
• Utilizar molécula como base para atingir melhoramento de outras moléculas químicas com 
caráter fluorescente.  
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